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ABSTRACT  
 
The aims of this study were determined the effects of Ochratoxin A (OTA) on growth of fetus tibia epiphyseal 
cartilage during organogenesis period. Twenty four pregnant mice were divided randomly into 4 groups of 6. 
Ochratoxin A was dissolved in sodium bicarbonateand administered orally on seventh to fourteenth days of 
gestation at dosage of 0.5, 1.0, 1.5 mg/kg bw, respectively. The remaining were used as control. The fetal tibia was 
taken after the 18 th day of pregnancy. The growth of tibia epiphyseal cartilages were observed histologically using 
Erlich’s Haematoxylin-Eosin Stain. The result of this study indicated that OTA caused decreased thickness of the 
rest zone, proliferative zone, maturation zone and calsification zone of the fetus tibial growth plate significantly.  
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PENDAHULUAN   
 
Mikotoksin merupakan suatu metabolit 
sekunder dari  jamur yang  berbahaya bagi  hewan 
dan manusia. Di antara berbagai macam miko-
toksin yang terkenal, salah satunya adalah 
Ochratoxin A (OTA). OTA dihasilkan terutama oleh 
jamur Aspergillus ochraceus Wilhelm dan Penicillium 
verrucosum. Jamur ini tumbuh subur pada berbagai 
bahan pangan komoditas pertanian dan peternak-
an serta hasil olahannya. Kontaminasi komoditi 
pertanian dan peternakan oleh jamur penghasil 
toksin ini merupakan masalah pasca panen yang 
menyulitkan di seluruh dunia. Hal ini disebabkan 
karena jamur Aspergillus spp dan Penicillium spp 
tumbuh subur terutama di daerah dengan suhu 
dan kelembaban relatif tinggi seperti di Indonesia 
yang merupakan negara beriklim tropis (Marasas & 
Nelson, 1987).    
Ochratoxin A merupakan mikotoksin utama 
dari kelompok Ochratoxin yang bersifat toksis 
dan merupakan derivat dihydro-isocoumarine yang 
diikat peptida dengan fenilalanin. OTA banyak 
ditemukan pada gandum, minyak tumbuhan, 
kopi, anggur dan daging-daging unggas (Miraglia 
& Brera, 2002). Struktur OTA yang mirip dengan 
struktur asam amino fenilalanin (Phe), menyebab-
kan OTA dapat menghambat enzim yang meng-
gunakan Phe seperti Phe-tRNA synthetase. Hal ini 
menyebabkan terjadinya penghambatan sistesis 
protein, disamping merangsang peroksidasi le-
mak (Marti, 2006). 
Ochratoxin A bersifat racun untuk beberapa 
spesies dan menyebabkan nefropati, nekrosis 
limfoid, enteritis dan kerusakan hati. OTA juga 
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dapat menimbulkan berbagai malformasi pada 
tikus, hamster dan ayam. OTA tidak hanya toksik 
pada ginjal, karsinogenik, immunotoksik, toksik 
pada hati dan neurotoksik, tetapi juga teratogenik 
(Wangikar et al., 2004). OTA diketahui menim-
bulkan cacat tabung saraf (Neural Tube Defects/ 
NTDs) pada embrio tikus (Ohta et al., 2006; Ueta et 
al., 2009). OTA juga berperan menimbulkan 
beberapa penyakit neurodegenerative (misalnya 
Alzheimer dan penyakit Parkinson's) yang 
melibatkan proses apoptosis sel otak (Shava et al., 
2006, Zhang et al., 2009). Menurut Setiawan et al. 
(2011), OTA menyebabkan penurunan jumlah sel 
Purkinje cerebellum mencit dan berpengaruh pada 
perilaku mencit neonatus. 
Pertumbuhan dan perkembangan skeleton 
(osteogenesis) terjadi dengan dua cara yaitu 
osteogenesis desmalis dan osteogenesis endo-
kondralis. Pada tulang panjang terjadi osteo-
genesis endokondralis, yaitu proses pertumbuhan 
dan perkembangan skeleton yang diawali dari 
perubahan jaringan mesenkim embrio menjadi 
jaringan kartilago yang selanjutnya akan berubah 
menjadi tulang (Langman, 2009). 
Osteogenesis endokondralis ditandai oleh 
terbentuknya pusat penulangan primer di diafisis 
yang selanjutnya diikuti dengan terbentuknya 
pusat penulangan sekunder di ujung-ujung model 
kerangka kartilago, yaitu terjadi di dalam epifisis 
fetus. Setelah berlangsung penulangan pada pusat 
penulangan sekunder, maka masih terdapat 
jaringan kartilago di antara epifisis dan diafisis 
yang disebut kartilago epifisialis (discus epiphy-
sealis atau growth plate). Sebagai akibat proliferasi 
sel-sel kondrosit dalam zona proliferasi dan 
pematangan sel-sel kondrosit dalam zona 
maturasi, kartilago epifisialis bergeser dan meluas 
ke arah ujung sumbu panjang tulang, sehingga 
terjadi pertumbuhan tulang ke arah tulang 
panjang (Langman, 2009). Pada kondisi tertentu 
kartilago dapat mengalami kalsifikasi menjadi 
tulang, yaitu apabila kondrosit membesar 
(hipertrofi), keadaan pH lingkungan yang basa, 
adanya substansi interselluler organik yang 
mempunyai afinitas terhadap garam kalsium, 
adanya enzim fosfatase alkalin, dan cukup ion 
kalsium serta fosfat dalam cairan tubuh (Setiawan, 
2002).  
Ochratoxin A memiliki kemampuan me-
nurunkan aktivitas polimerase DNA, meng-
induksi mitosis pada sel-sel mamal sebelum 
replikasi DNA berakhir pada fase sintesis (S), dan 
menghambat aktivitas enzim fosfodiesterase, 
sehingga diduga OTA dapat menghambat osteo-
genesis endokondralis dalam kartilago epifisialis 
dan potensial untuk menimbulkan kelainan 
perkembangan (Junqueira et al., 1998). Dengan 
demikian maka penelitian yang bertujuan untuk 
mengetahui pengaruh OTA terhadap osteogenesis 
dan perkembangan katilago epifisialis os tibia  
fetus mencit  (Mus musculus L.) setelah pende-
dahan selama periode organogenesis sangat 
menarik untuk ditindaklanjuti. 
 
 
METODE PENELITIAN 
 
Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Maret  
sampai Oktober 2010, bertempat di Laboratorium 
Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT) 
Universitas Gadjah Mada (UGM) dan Labo-
ratorium Embriologi Histologi Hewan, Fakultas 
Biologi UGM, Yogyakarta.  
 
Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah Ochratoxin A (Sigma Aldrich Co.), hewan 
uji yaitu 24 ekor mencit (Mus musculus L.) betina 
belum pernah bunting, umur 2 bulan, dengan 
berat 25–30 g dan 5 ekor mencit (Mus musculus L.) 
jantan dewasa fertil. Hewan uji diberi pakan 
berupa pellet Par G. Sodium bikarbonat diper-
gunakan sebagai pelarutnya. Bahan yang 
diperlukan untuk pembuatan preparat histologi 
tibia fetus yaitu alkohol absolut, alkohol 96%, 
formalin 10%, parafin, xilol, toluol, erlich’s 
hematoxylin, eosin y, gelas benda dan penutup serta 
canada balsam.  
Alat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah kandang untuk pemeliharaan hewan 
percobaan. Spuit injeksi ukuran 1 ml untuk 
pemberian perlakuan, satu set alat bedah untuk 
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membedah hewan perlakuan, mikrotom putar, 
hotplate, oven parafin, mikrometer, mikroskop 
binokular dan alat fotomikrografi sebagai alat 
dokumentasi.  
 
Persiapan Hewan Uji 
Sebelum penelitian ini dimulai, hewan 
percobaan disiapkan dan diperiksa siklus 
estrusnya dengan cara membuat preparat apus 
vagina. Setelah mendapatkan mencit yang 
memiliki siklus reguler sebanyak 24 ekor, 
dilakukan pembagian secara acak menjadi 4 
kelompok, masing-masing 6 ekor tiap kelompok. 
Mencit betina yang berada dalam stadium 
estrus dikandangkan bersama-sama dengan 
mencit jantan untuk dikawinkan. Pencampuran 
mencit jantan dan mencit betina itu dilakukan 
pada sore hari dan apabila pada keesokan harinya 
ditemukan sumbat vagina (vaginal plug) atau 
sperma di dalam vagina, maka pada hari itu 
ditentukan sebagai hari pertama kebuntingan. 
 
Perlakuan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 
masing-masing 6 ulangan. Sebelum perlakuan 
terlebih dahulu ditentukan dosis perlakuan 
Ochratoxin A.  
Tiga puluh ekor mencit betina bunting 
dikelompokkan menjadi 4 kelompok secara acak, 
masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor 
mencit. Dosis perlakuan untuk masing-masing 
kelompok adalah sebagai berikut: 
Kontrol (Sodium bikarbonat).  
Ochratoxin A Dosis 0,5  mg/kgbb/hari. 
Ochratoxin A Dosis 1,0 mg/kgbb/hari.  
Ochratoxin A Dosis 1,5 mg/kgbb/hari.  
Perlakuan diberikan secara oral dengan 
volume 1  ml selama 8 hari berturut-turut secara 
oral, yaitu mulai hari ke-7 sampai dengan hari ke-
14 kebuntingan.  
 
Pengambilan Data 
Pengamatan embrio dilakukan pada hari ke-
18 kebuntingan dengan cara pembedahan bagian 
perut untuk mengeluarkan fetus dari uterus. Fetus 
dibersihkan dan diambil bagian ekstremitas 
posteriornya ( os tibia) untuk dilakukan preparasi 
dengan cara amputasi. Preparat kemudian 
difiksasi dengan larutan formalin 10% selama 24 
jam. Sampel tulang tersebut kemudian dipreparasi 
dengan metode parafin, diwarnai dengan 
menggunakan pewarnaan Erlich’s Hematoxylin-
Eosin (Suntoro, 1983). 
Pengamatan terhadap penampang mem-
bujur spesimen os tibia meliputi pengamatan 
struktur dan gambaran sel-sel di empat zona 
kartilago epifisialis dan diukur ketebalan masing-
masing zona dengan menggunakan mikrometer. 
 
Analisis Data 
Data dianalisis secara varian pola satu arah 
untuk rerata ketebalan zona istirahat, zona 
proliferasi, zona maturasi dan zona kalsifikasi 
dalam kartilago epifisialis os tibia. Jika menun-
jukkan perbedaan yang signifikan dilanjutkan 
dengan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). 
Analisis data ini menggunakan program SPSS 
versi 16.0.   
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Pengamatan terhadap kartilago epifisialis os 
tibia fetus dilakukan untuk mengetahui terjadinya  
osteogenesis endokondralis tulang panjang. 
Pengamatan dilakukan terhadap 4 zona penyusun 
kartilago epifisialis os tibia fetus untuk menggam-
barkan proses osifikasi endokondral yang terjadi. 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa seiring 
dengan makin meningkatnya dosis pemberian 
OTA, maka ketebalan masing-masing zona baik 
zona istirahat, zona proliferasi, zona maturasi 
maupun zona kalsifikasi kartilago epifisialis tibia 
fetus mengalami penurunan (Tabel 1; Gambar 1).  
 
Zona Istirahat 
Untuk zona istirahat, baik pada kontrol 
maupun perlakuan didapatkan adanya kartilago 
hialin yang terdiri dari kondrosit yang berbentuk 
bundar atau ovoid. Pada zona ini kondrosit 
berada dalam keadaan istirahat dan tidak 
mengalami perubahan morfologi. Zona istirahat 
pada awalnya merupakan zona yang relatif 
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Tabel 1. Rerata ketebalan zona istirahat, zona proliferasi, zona maturasi dan zona kalsifikasi kartilago epifisialis 
os tibia fetus setelah pemberian OTA selama periode organogenesis 
Dosis 
(mg/kg bb) 
Ketebalan  SD (m) 
Zona istirahat Zona proliferasi Zona maturasi Zona kalsifikasi 
Kontrol 263,8516,70a 464,149,54a 192,646,27a 283,313,68a 
0,5 222,589,50b 429,327,86b 174,0811,97b 254,945,30b 
1,0 206,928,43c 414,548,07c 156,736,17c 237,256,58c 
1,5 193,078,95d 396,0213,07d 144,487,22d 221,137,23d 
  Ket.: huruf yang sama dalam satu kolom menunjukkan tidak ada beda nyata 
 
 
Gambar 1. Histogram rerata ketebalan masing-masing zona pada kartilago epifisialis os tibia fetus setelah    
                    pemberian OTA selama organogenesis. 
panjang, tetapi secara progresif memendek karena 
majunya proses osifikasi ke arahnya (Gilbert, 
1991).  
Hasil pengamatan (Tabel 1; Gambar 1) 
menunjukkan bahwa ketebalan zona istirahat ini 
cenderung menurun seiring dengan semakin 
meningkatnya dosis perlakuan. Semakin besar 
dosis OTA yang diberikan maka ketebalan zona 
istirahat kartilago epifisialis os tibia fetus ini 
semakin kecil. Dari hasil uji statistik  didapatkan 
adanya perbedaan yang sangat bermakna (p<0,01) 
antara kelompok kontrol dengan kelompok 
perlakuan. Dari uji lanjut dengan uji DMRT antar 
kelompok kontrol dan plasebo dengan kelompok 
perlakuan juga didapatkan adanya perbedaan 
yang bermakna. Pada pemberian dosis OTA 
terrendah (0,5 mg/kgbb) sudah memberikan efek 
yang nyata terhadap ketebalan zona istirahat ini. 
Pada dosis 1,0 mg/kgbb ketebalan zona ini 
semakin menurun dan berbeda nyata jika 
dibandingkan dengan kelompok perlakuan 0,5 
mg/kgbb dan 1,5 mg/kgbb. Hal ini menunjukkan 
bahwa OTA mempunyai efek terhadap 
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Gambar 2. Fotomikrograf kartilago Epifisialis Tibia Fetus. (A) Kelompok kontrol; (B) dosis 0,5 mg/kgbb; (C) 
dosis 1,0 mg/kgbb; (D) dosis 1,50 g/kgbb. Ket.: 1. zona istirahat; 2. zona proriferasi; 3. zona maturasi; 4. 
zona kalsifikasi. (tebal irisan: 6μm; Perbesaran 400x; Pewarnaan: Erlich’s Haematoxylin Eosin). 
pertumbuhan kondrosit pada zona istirahat 
kartilago epifisialis os tibia fetus.  
 
Zona Proliferasi 
Kondrosit pada zona proliferasi mengalami 
pembelahan sel secara mitosis dengan pesat. Sel-
sel anakan yang dihasilkan dari proses mitosis 
kondrosit ini pipih dan saling berdekatan tersusun 
dalam deretan kolom yang sejajar dengan sumbu 
panjang tulang. Setiap deretan yang terdiri dari 
setumpuk sel-sel pipih ini dipisahkan oleh sedikit 
matriks tulang. Deretan sel-sel ini tumbuh 
terutama dengan penambahan sel pada ujung 
distal zona istirahat. Kondrosit pada zona 
proliferasi ini aktif bermitosis dan berfungsi 
sebagai tempat pembentukan sel-sel kondrosit 
baru untuk menggantikan sel-sel yang sudah 
mengalami hipertrofi dan degenerasi pada bagian 
yang berbatasan dengan diafisis  (Junqueira et al., 
1998). 
 
Zona Maturasi 
Kondrosit pada zona maturasi sudah tidak 
mengalami mitosis lagi, tetapi kondrosit terlihat 
bertambah besar dan bervakuola. Kondrosit 
tampak berubah bentuk menjadi kuboid karena 
mengalami hipertrofi akibat sitoplasma ber-
vakuola dan berisi glikogen. Diantara kondrosit 
terdapat matriks tulang yang mulai diresorpsi 
membentuk sekat tipis. 
Zona maturasi memegang peranan penting 
dalam kalsifikasi tulang karena calon tulang 
panjang akan bertambah panjang sebagai akibat 
dari mitosis di dalam zona proliferasi dan 
pematangan kondrosit dalam zona maturasi. 
Selain itu ciri khas zona maturasi ini adalah 
kemampuannya menghasilkan enzim fosfatase 
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yang sangat penting untuk kalsifikasi matriks 
ekstraseluler di sekeliling kondrosit yang 
hipertrofi. Menurut Junqueira et al. (1998), 
kondrosit yang mengalami hipertrofi akan 
berdegenerasi dan selalu diganti oleh kondrosit 
yang baru sebagai hasil dari mitosis kondrosit 
dalam zona proliferasi. Jika laju mitosis tersebut 
terhambat, akan menyebabkan proses pergantian 
kondrosit yang degenerasi terganggu. Oleh karena 
itu bila laju resorpsi kondrosit tidak diimbangi 
oleh laju proliferasi kondrosit, akibatnya adalah 
ketebalan zona maturasi ini akan berkurang. 
Hasil pengamatan terhadap ketebalan zona 
maturasi kartilago epifisialis os tibia fetus (Tabel 1; 
Gambar 2) menunjukkan bahwa pada kelompok 
perlakuan cenderung mengalami penurunan jika 
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pe-
nurunan ketebalan zona maturasi ini seiring 
dengan semakin meningkatnya dosis pemberian 
OTA. Hasil analisis statistik pada taraf 5%   
menunjukkan adanya perbedaan yang sangat 
bermakna antara kelompok kontrol dan kelompok 
perlakuan. Hasil uji lanjutan antar kelompok 
dengan uji DMRT menunjukkan bahwa ada 
perbedaan yang nyata antara kelompok kontrol 
dengan kelompok perlakuan. Pada pemberian 
OTA dengan dosis 0,5 mg/kgbb sudah terlihat 
adanya efek yang bermakna terhadap ketebalan 
zona maturasi. Pada dosis 1,0 mg/kgbb ketebalan 
zona maturasi ini menurun dan penurunan ini 
berbeda nyata jika dibandingkan dengan 
kelompok dosis 0,5 mg/kgbb. Pada kelompok 
dosis perlakuan tertinggi (1,5 mg/kgbb) ketebalan 
zona maturasi ini semakin menurun dan berbeda 
nyata terhadap dua kelompok perlakuan yang 
lain. Hal ini berarti OTA menghambat kecepatan 
mitosis kondrosit dalam zona proliferasi sehingga 
zona-zona dibawahnya akan semakin tipis 
ketebalannya. Pada zona maturasi ini OTA juga 
mempunyai pengaruh yang nyata, sehingga 
semakin tinggi dosis OTA yang diberikan, maka 
semakin kecil pula ketebalan zona maturasinya. 
 
Zona Kalsifikasi 
Matriks kartilago dalam zona ini mulai 
mengalami kalsifikasi dengan adanya 
pengendapan hidroksiapatit membentuk sekat 
tipis disekeliling kondrosit yang degenerasi. Pada 
zona kalsifikasi ini tampak adanya satu atau 
beberapa lapisan kondrosit yang mengalami 
hipertropi dan mati, sehingga zona ini disebut 
juga zona atrofi. Zona ini terletak berbatasan 
dengan diafisis.  
Hasil pengamatan terhadap ketebalan zona 
kalsifikasi kartilago epifisialis os tibia menun-
jukkan bahwa ketebalan zona kalsifikasi pada 
kelompok perlakuan cenderung menurun jika 
dibandingkan dengan kelompok Kontrol (Tabel 1; 
Gambar 1). Hasil analisis statistik menunjukkan 
adanya perbedaan yang sangat bermakna (p<0,01) 
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan 
OTA. 
Hasil uji lanjutan dengan uji DMRT 
menunjukkan bahwa pemberian OTA untuk 
semua kelompok perlakuan (dosis 0,5 mg/kgbb; 
1,0 mg/kgbb dan 1,5 mg/kgbb) memberikan efek 
yang bermakna terhadap ketebalan zona kalsifi-
kasi. Jadi terdapat hubungan antara semakin 
tingginya dosis OTA yang diberikan dengan 
semakin kecilnya ketebalan zona kalsifikasi 
kartilago epifisialis tibia fetus. Hal ini juga 
berhubungan dengan zona-zona sebelumnya yang 
mengalami keterlambatan pertumbuhan, sehingga 
zona kalsifikasi ini juga mengalami penurunan 
ketebalannya. 
Proses osifikasi erat hubungannya dengan 
kandungan kalsium dan fosfor tubuh induknya. 
Kalsium untuk pertumbuhan fetus diperoleh dari 
induk melalui absorpsi Ca2+ dari saluran 
pencernaan, reabsorpsi dalam tubulus kontortus 
proksimal ginjal dan reabsorpsi melalui oesteoklas 
(Tuchman-Duplessis, 1975). 
Ochratoxin A menghambat sintesis protein 
dengan berkompetisi melalui reaksi amino-
acylation fenilalanin, reaksi yang dikatalisis oleh 
Phe-tRNA synthase. Hal ini menyebabkan peng-
hambatan sintesis protein, sintesis DNA dan RNA. 
OTA juga mengganggu homeostasis Ca mikrosom 
hepar dengan merusak membran retikulum 
endoplasma melalui peroksidasi lemak (Fung & 
Clark, 2004).  
Menurut Khan et al. (1989), peningkatan 
peroksidasi lemak mempengaruhi permeabilitas 
membran plasma untuk ion Ca2+ sehingga meng-
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ganggu homeostasis kalsium sel, peningkatan ion 
Ca2+ yang masuk sel, pelepasan simpanan ion Ca 
dalam sel dan mempengaruhi sensitifitas kanal 
Ca. Akumulasi Ca2+ intraselular berhubung-an 
dengan toksisitas OTA karena gangguan mekanis-
me pengaturan Ca2+ merupakan awal dari ter-
jadinya cedera sel. Produksi radikal hidroksil 
merupakan hasil dari terjadinya gangguan 
homeostasis kalsium karena adanya pembentukan 
ikatan OTA-Fe3+ (Hoehler et al., 1997).  
 
 
KESIMPULAN  
 
Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa 
OTA yang diberikan pada induk mencit bunting 
selama periode organogenesis menyebabkan 
terhambatnya proses pertumbuhan dan kalsifikasi 
kartilago epifisialis os tibia fetus. Proses ter-
hambatnya pertumbuhan dan kalsifikasi ini 
seiring dengan semakin tingginya dosis OTA yang 
diberikan. 
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